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TOTKLONB C D, B UND F. D6KEN HEWTELLUNO UND DRBRN vwi^m,^ .. 

MTTTBL BZV. ALS FRAKZBNSCHlTIZVnTOL^ DHlW VBft WENDltJO ^LI CY7D3TATUCHB 

Die vorliegcnde Rrf indung betriff t Bpothilone C, D, E und F 
deren Heretellung .owie deren Verwendung zur Her.tellung von 
therapeuti.chen Mltfla und Mitt. la tHr dan Pf lanzenachutz . 

Bpothilone C tmd 0 

und 01, die dadurch gewinnbar eind, daft man 

(•) Solium celJuloaum DSM 6773 in Gegenwart ainaa Adaorber- 
harzaa in an aieh beJcannter Weiea kultiviert, 

(b) daa Adaorberharz von dar Kultur abtrennt und mit einem 
Waeeer/Methanol-Gemiech viacht, 

(c) daa gewaachena Adaorberharz mit Math- i sluir ^ , ^ ^ 
Bluat zu elnem RohextraJct einengt, 
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(d) das gewonnene Konzentrat rait Ethylacetat extrahiert, den 
Extrakt einengt und zwiechen Methanol und Hexan verteilt, 

(e) die methanolische Phase zu einem Raf f inat einengt und da* 
Konzentrat an einer Sephadex-Saule fraktioniert. 

(£) eine" Praktion mit Stof fwecheelprodukten dee eingeaetzten 
Mikroorganiamue gewinnt, 

(g) die gewonnene Praktion an einer ClB-Urakehrphase rair einem 
Methanol /Was eer-Gemisch chroma tographiert und in zeitlicher 
Reihenfolge 

- nach einer eraten Praktion rait Bpothilon A und 

- einer zweiten Praktion mit Bpothion B 

- eine dritte Praktion mit einem eraten weiteren bpothilon und 

- eine vierte Praktion mit einem zweiten * weiteren Bpothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Bpothilon der eraten weiteren Praktion und/oder 
(ha) das Bpothilon der zweiten weiteren Praktion isoliert. 

Femer betrifft die Erf indung ein Bpothilon [C] der Summenformel 
C26H39NO5S, gekennzeichnet durch das X H- und 13 C-NMR-Spektrum 
gemaS Tabelle 1. 

Peraer betrifft die Erf indung Bpothilon C der Pormel: 



II 




Bpothilon C R - H 
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Ferner betrifft die Erfindung Epothilon CD] der Summenf ormel 
C 2 7H4 1 N0 5 S / gekennzeichnet durch das X H- und 13 C-NMR-Spektrui 
gemaJS Tabelle 1. 



Ferner betrifft die Erfindung Epothilon D der Formal : 



H 




Epothilon D R - CH 3 

Epothilone C und D Jconnea zur Heratellung der Verbindungen der 
folgenden Formal 1 verwendet warden, wobei ru deren Derivati- 
sierung auf die in WO-A-97/19 086 beachriebenen Derivatiaie- 
rungsmethoden verwiesen warden kann. 




In der vorstehenden Formal 1 bedeuten: 
* - H, Cx.a-Alkyl; 

R 1 , R 2 , R*, R 4 , r5 . H# C^. 6 -AlJcyl, 



(C) 1999 Copyright Dervwit Information Ltd. 



WO 9*224*1 



. 4 - 



FCT/EF97/M442 



Ci -6 -Acyl- Benzoyl , 

C 1 .4-TrialJcylailyl, 

Benzyl , 

Phenyl, 

Ci-g-Allcoxy-, 

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
eubatituiertea Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reate R 1 bia R 5 zu der Gruppierung -(CH 2 >n- 
mit n - 1 bia 6 zueammentreten k&nnen und ea aich bei den in den 
Reaten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkettige Oder 
verzweigte Reate handelt; 

Y und Z aind entweder gleich oder verachieden und atehen jeweile 
far Waaseratoff , Halogen, wie F, Cl, Br oder J, Feeudohalogen, 
wie -NCO, -NCS oder -N 3 , OH, 0- (Cx- 6 ) -Acyl, 0- (Cx-g) -Alkyl, 0- 
Benzoyl. Y und Z kftnnen auch daa O-Atom einea Epoxidee ••in, wo- 
bei Epothilon A und B nicht beansprucht warden, oder eine der C- 
C-Bindungen einer C-C-Doppelbindung bilden. 

So kann man die 12 , 13 -Doppelbindung aelektiv 

. hydrieren, beiepielaweiee katalytiach oder nit Diimln, wobei 

man eine Verbindung der Formal 1 mit Y - Z - H erhilt? odar 

- epoxidieren, beiepieleweiae mit Dimethyldioxiran oder einer 
Pereaure, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y mit Z - - 
0- erhalt; odar 

- in die Dihalogenide, pipeeudohalogenida oder Diazide unman - 
deln, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y und Z - Hal, 
Paeudo-haX odar H 3 erhAlt. 

Ipothllonm 1 und F 

GemaS einer weiteren Auifuhrungeform betrifft die Brfindung 
einen Biotraneformant von Bpothilon A, dar dadurch gewinnbar 
iat, daft man 
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(a) Sorangium celluloaum DSM 6773 in Qegenwart eines Adsorber- 
harzee in an sich bekannter Weiae kultiviert, vow Adaorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Geaamtmenge Oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanoliachen Losung 
von Epothilon A veraetzt, 

<b) die mit epothilon A veraetzte Kultur inkubiert und danach 
rait Adaorberharz veraetzt, 

(c) das Adaorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Bluat zu einem Rohextrajct einengt, 

<d) den Rohextrakt zviachen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat-Phaee abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das 61 an einer Omkehrphaee unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenraaterial : Sucleoeil 100 c-ie 7 pm 
StulenmaBe: 250 x 16 m 

Laufmittel.- Methanol /Wazeer • 60 : 40 
FluS: 10 ml/min 

und Praktionen mit einem Oehalt an Biotransformant , die aich 
durch UV-Loechung bei 254 am detektieren lessen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotransformant en isoliert. 

Pemer betrifft die Brf indung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon A, der dadureh gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Pemer betrifft die Erf indung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon A, der dadureh gewinnbar ist, daft man bei Stufe 

(b) ein oder zvei oder mehr Tage inkubiert. 
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Feraer betrifft die Erfindung eine Verbindung dcr Summenformel 
C 26 H 39 H0 7 S, gekennzeichnet durch folgendee ^-NMR-Spektrum (300 
MHs, CDCI3): delta - 2.38 (2-H a >, 2. SI (2-H b ) , 4.17 (3-H) , 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H>, 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ) , 2.89 
(12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H D ) , 5.40 (15-H) , 
6.57 (17-K), 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 > , 1.05 (22-H 3 ) , 1.32 (23- 
H 3 >, 1.17 <24-H 3 ), 0.97 (25-H 3 >, 2.04 (27-H 3 > 

Femer betrifft die Erfindung eine Verbindung (Bpothilon E) der 
Formal: 




Bpothilon E R - H 



Gemaft einer weiteren Auefuhrungefoxm betrifft die Erfindung 
einen Biotraneformant von Bpothilon B, der dedurch gewinnbar 
iet, daft wen 

(a) Sorangiun celluloaum DSN 6773 in Oegenwart einee Adeorber- 
harsee in an aich beJtannter Weiae kultiviert, vow Adeorber- 
harx abtrennt und gegebenenfalla die Geeamtraenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur nit einer methanoliechen Loeung 
von Epothilon B vereetat, 
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(b) die mit Epothilon B versetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz verse tzt, 

(c) das Adsorberharx von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zwischen Bthylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 61 einengt, 

(e) das 61 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert ; 

saulenmaterial: Nucleoail 100 C-18 7 /ot 
Saulenmafte: 250 x 16 an 
Laufmittelj Methanol /Wasser - 60 : 40 
Plufti io ml/min 

und Praktionen mit einem Oehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-Ldschung bei 254 nm detektieren lessen, mit einem R t - 
Wert von 24,5 rain abtrennt und den Biotransformanten isoliert. 

Perner betrif ft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar 1st, daft man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Perner betrif ft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, daft man bei Stufe 

(b) ein oder rvel oder mehr Tage inkubiert . 

Perner betrif ft die Brfindung eine Verbindung der Summenformel 
C27H41NO7S, gekennzeichnet durch folgendes ^-NMR-Spektrum (300 
MH», CDC^): delta - 2,37 <2-H m ) , 2.52 (2-Hfc) , 4.20 (3-H) , 3.27 
<*-H), *»7<. <7-H), 1.30 - 1.70 (8-K, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 > , 2.78 
(13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-H b ), 5.42 (1S-H) , 6.58 (17.H) , 
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7.10 (19-H), 4.89 <21-H 2 ), 1.05 (22-H 3 ) , 1.26 (23-H 3 ) , 1.14 (24- 
H 3 ), 0.98 (25-H 3 ), 1.35 <26-H 3 ) , 2.06 (27-H 3 ) . 

Ferner betrifft die Erfindung cine Verbindung (Bpothilon F) der 
Formel: 




Q OH 0 

Epothilon P R - CH 3 



Haratellung and Mittel 

Die erf indungsgcmaften Verbindungen bnr. Epothilone Bind tnic den 
voretehend angefuhrten MaSnahmen gewinnbex. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel far den Pflanxeneebuti in 
Landwirtochmf t , Foratwirtechaft und/oder Oartenbau, beetehend 
aua einem Oder mehreren der voretehend aufgefuhrten Epothilone 
C, D, E und F bsw. beetehend aua einem oder mehreren der vorete- 
hend aufgefuhrten Epothilone neben einem oder mehreren Obi ichen 
Trager(n) und/oder Verdunnungemittel (n) . 

Schlieftlich betrifft die Erfindung therapeutiache Mittel, beete- 
hend aua einer oder mehreren der voretehend aufgefuhrten Verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der voritehend aufgefuhrten Ver- 
bindungen neben einem oder mehreren Obi ichen Trtger(n) und/oder 
Vc^Munnungamittel <n) Dieee Mittel kdnnen inebeaondere cytotoxi- 
•cSm^AJctivitaten zeigen und/oder Immuneuppreeeion bewirken 
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und/oder zur BekAirpfung maligncr Tumore eingaaetzt warden, wob 
aie beaondera bevorzugt ale Cytoatatika varwendbar eind. 

Die Erf indung wird ita folgenden durch die Beachreibung von tin 
gen auegewahlten Auafuhrungabeiepielen naher erliutert und be- 
schrieben . 



Baiepiala 

Baiapial it 
Bpothilone C und D 

A. Produktionaataam und Kulturbadinguagan antapraehand dam Bpo- 
tnllon Baaiapatant Dl-B-41 38 042. 

B. Production ait DSM 6779 

7S 1 Rultur wardan wle im Baaiapatant beechrieben angezogen und 
zum Animpf en einaa Produktionef ermentere mit 700 1 
Produktionemedium aua 0.8 % Starke, 0.2 % Glukoee, 0.2 % Soya- 
mehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaClj x 2H 2 0, 0.1 % MgS0 4 x 7H 2 0, 
8 mg/1 Fe-EDTA, pH - 7.4 und optional 15 1 Adaorbarharz Arabar- 
iite XAO-16 verwendet. Die Permentation dauert 7 - io Taga bai 
30 C, Beluftung mit 0.1 NL/m 3 . Durch Regulierung der Drehzahl 
wird der pO^ bai 30 % gehalten. 

C. laoliarung 

Dae Adaorbarharz wird mit ainam 0.7 m 2 , 100 meah ProzeSfilter 
von der Kultur abgetrennt und durch Waechen mit 3 Battvolumen 
K^^r/Mftfbanol 2:1 von polaren Begleitetof fen oaf rait. Durch 

. .Lien-L'" ^Battvolumen Methanol wird ain Rohextrakt gewonnen, 
cicr i. Va*. bia zum Auftratan der Waeaerphaee eingedampft wird. 
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Dieae wird dreimal mit dem gleiehen Voluroen Ethylacetat extra- 
hiert. Eindampfen der organischen Phase erglbt 240 g Rohextrakt, 
der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, urn lipophile Be- 
gleitetoffe abzutrennen. Aua der Methanolphaae werden durch Ein- 
dampfen i. Vak. 160 g Raffinat gawonnen, daa in drai Portionen 
Ober Sephadex LH-20 (Saule 20 x 100 cm, 20 ml/min Methanol) 
fraxtioniert wird. Die Bpothilone aind in der mit 240 - 900 min 
Retentionazeit eluierten Praxtion von insgesamt 72 g enthalten. 
Zur Trennung der Bpothilone wird in drei Portionen an Lichroaorb 
RP-18 (15 fun, Saule 10 x 40 cm, . Laufmittel 180 ml/min Metha- 
nol /Waeaer 65:35) chroma tographi ert . Nach Epothilon X und B war- 
den mit R t - 90-95 min Epothilon C und 100-110 min Epothilon D 
eluiert und nach Eindampfen i. Vax. in einer Auebeute yon je- 
weila 0.3 g ala farbloae 6le gewonnen. 

D. Phyeixalieche liganachaf tea 




Epothilon C R - H 
Epothilon D R - CH 3 

Epothilon C 

C26H39HO5S 1477] 

ESI-MS: X«n*J« «^8.5 fur (M+H) 4 

1H und 13C alehe NMR-Tabelle 
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DC:Rf - 0,82 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol . 

9:1 

Detektioh: UV-Lo»chung bei 254 nm. Anapruhen mit Vanillin- Schwe - 
feleaure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim Erhitren 
au£ 120 «C. 

HPLC:R t - 11,5 rain 

Saule: Nuclaoail 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waaaer • 65:35 
FluB: lml/min 
Detection: Diodenarray 

Bpothilon D 
C27H41NO5S 1491] 

ESI-MS: (poeitiv Ionen) : 492,5 fur [M+H] * 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC:Rf - 0,82 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol - 

9:1 

Detection: UV-Loechung bei 254 nm. Anapruhen mit Vanillin-Schwe- 
feleaure-Reagenx, blau-graue Anfirbung beim Brhitzen 
auf 120 «C. 

HPLC:Rt - 15,3 rain 

Saule: Sucleoeil 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waeeer - 65:35 
Pluft: lml/min 
Detection: Diodenanu 
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Taball* li X H- und 
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C-KMR Datva von Epethiloa C und Spothilon D 



in CD 6 J DM80 hmi 300 MBs 



Cpothilon C 



Bpothilon D 



H-Atom 



2- Ha 

3- Kb 
3-H 
3-OH 

6- H 

7- H 

7- oa 

8- B 

9- H* 

9 - Kb 

10- KA 

10 - Hb 

11- H* 
11-Kb 

ia-M 

13- H 
14 -Ha 

14 - Kb 
13-H 
17-H 
If-H 

21- n, 

22- H, 

23 - H, 

24- H, 

ai-K, 

24-H, 
27-H f 



S 

<PP»> 



2.34 
2.50 
3.97 

5.12 

3.07 

3.4* 

4. 4« 

1.34 

1.15 

1.40 

1.15* 

1.35* 

1.50 

2.15 

5.30** 

S.44** 

2.39 
2.70 
5.27 
4.50 
7.35 
2.58 
0.54 
1.21 
1.04 
0.50 

2.10 



C-Atom 


5 


6 


C-AEOft 


ft 




(FP*> 


(PP«> 




<PP«> 


1 


170 • 3 




2, 


170 . 1 


2 


31.4 


2.35 


2 


39.0 


3 


71.2 


2.35 


3 


70.4 


4 


53.1 


4.10 


4 


53.2 


S 


317.1 


5.04 


5 


217.4 


6 


45.4 


3 .11 




44 . 4 


7 


75.5 


3 .44 




19 . 3 


• 


35.4 


4 .44 


m 
m 


. J 


5 


27.6 


1.25 


9 


49 « * 


10 


30.0 


1.14 


10 


29 .9 


11 


27.4 


1.34 


11 


31.4+ 


12 


124.4 


1.14* 


12 


130.3 


13 


133.1 


1.35* 


13 


120.3 


14 


31.1 


1.75 


14 


31.4* 


IS 


74.3 


2.10 


15 


74.4 


14 


137.3 




14 


137.2 


17 


115.1 


5.04 


17 


119.2 


10 


152.1 


2.30 


14 


152.1 


It 


117.7 


2.(5 


19 


117.7 


20 


144. 2 


5.29 


20 


144.3 


21 


15.5 


4.51 


21 


15.9 


22 


20.1 


7.35 


22 


19.7 


23 


22.4 


2.45 


23 


22.5 


24 


14.7 


0.90 


24 


14.4 


25 


15.4 


1.19 


25 


19.4 


27 


14.2 


1.07 


24 


22.9 




0.91 


27 


14.1 



1.52 
2.11 



zuordnung v.rtaujehbar 
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Epothilon X und 12, 13-Bi«epi-«pothilcm A aua Epothilon C 

SO mg Epothilon A werden in l.S ml Ace ton geloat und mit 1.5 ml 
einer 0.07 molaren Loaung von Diraethyldioxiran in Ace ton ver- 
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumtemperatur wird i. vax. 
eingedampft und durch preparative HPLC an Kieaelgel (Laufmittel: 
Methyl- tert . butyl ether/Petrolether /Methanol 33 : 66 : 1) getrennt . 

Auebeute: 

2S mg Epothilon A, R t • 3,5 min (analyt . HPLC, 7 pm, Saule 4 x 
250 ma, Laufmittel a. o., Flufi l.S ml/min) 

und 

20 mg 12,13-Biaepi-epethilon A, Rt - 3.7 rain, ESI -MS (poa. 
lonen) 

m/z - 494 [M+H] * 

*H-NMR in [D 4 ] Methanol, auage- 

wfthlte Slgnale: delta -4.32 

(3-H), 3.79 (7-H), 3.06 (12-H) , 
3.16 (13-H), S.54 (1S-H), 6.69 
(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H) . 



R 




12,13-Bieepi-epottfilon A R • H 
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Beiepiel >' 

Epothilon B und P. neue Biotrenefomationeprodukte dar Bpothi- 
lone A und B. 



Produktlooaat»i 

Der Produktionsetamm Sorengiun celluloeun So ee90 wurde im Juli 
198S an dar OBF aua einer Bodanprobe von den Ufern daa Zambeai 
ieoliert und an 28.10.91 bai dar Deutschan Semmlung far Mikro- 
orgeniemen unter Mr. DSM 6773 hinterlegt. 

Dia charakteri.ierung daa Produrenten eowie die JCulturbedingun- 
gen aind baachrieban in: 

H6fle. 0.; N. BedorC, K. Oertb & H. Reichenbach: Epothilone, 
deren HeratellungavarCahren ao-ie aie enthaltande Mittel. 
DB 41 38 042 Al, oMengelegt an 27. Mai 1993. 



station t 



Bildung der Bpothilone B und B wihrend der Fex 

Bine typieche Fermentation verUuft rolgendermalen : Bin 100 1 
Bioreektor wird nit «0 X Madiun (0,8 % Starke, 0,2 % Olucoee, 
0 2 % Soyemehl, 0,2 % Hef eextrakt ; 0,1 % CeCl 2 x 2H a O, 0,1 % 
MgS0 4 x 7H 2 0, 8 ng/1 P-SDIM pH 7.4) gefollt. Buedt.lich werden 
2 % Adaorberner* (XAD-16, Rohn a Ree.) rugegeben. Dee Medium 
wird durch Autoklevieren (2 Std., 120 •« eterllielert . Beimpft 
wird nit 10 1 einer in gleichen Medium (xueetelich SO mM HEPBS- 
Puffer pa 7,4) in Schattelkolben angezogenen Vorkultur (160 Opn. 
30 •«. Pennentiert wird bel 32 -C mit einer ROnrergeechwindig- 
keit von 500 Opn und einer Beluftung von 0,2 Nl pro n und Std, 
der pfl Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 g.taalten. Die Fer- 
ment.tion dauert 7 bi. 10 T.ge. Die gebildet.n Bpothilone werden 
wihrend der Fomentation kontinuierlich en dee Ad.orberhar.ge- 
buaden. Neoh Abtrennen der KulturbrOh. <«. B. du* • '«ieb-. in 
einen Pro.ettilterl wird da. Her. «it 3 Bettvoluw >—r c=«a- 
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echen und mit 4 Bettvoluraen Methanol eluiert . Das Eluat wird zur 
Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen. 

HPLC -Analyse des XAD-Eluatess 

Gegenuber dem Ausgangsvolumen des Reaktors (70 1) 1st das Eluat 
100:1 konzentriert. Die Analyse wird durchgefflhrt mit einer HPLC 
Anlage 1090 der Fa. Hewlett Packard. Zur Trennung der Inhalt- 
stoffe wird eine Microbore Saule (125/2 Nucleosil 120-5 C 18 ) der 
Fa. Machery-Nagel (Duren) verwehdet. Eluiert wird nit einem Gra- 
dienten aus Hasser/Acetonitril von anf&nglich 75:25 bis zu 50:50 
nach 5,5 Minuten. Dieses Vernal tnis wird bis rur 7. Minute ge- 
halten, urn dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzu- 
steigen. 

Gemessen wird bei einer Wellenlange von 250 nm und einer Band- 
breite von 4 nm. Die Dioden Array Spektren werden im Wellenlan- 
genbereich von 200 bis 400 nm gemessen. Im XAD-Eluat fallen zwei 
neue Substanzen mit Rt 5,29 und Rt 5,91 auf, deren Adsorptions- 
spektren mit denen von Bpothilonen A bzw. B identisch sind (Abb. 
1; E entspricht A, F entspricht B) . Diese Substanzen werden 
unter den gegebenen Fermentationsbedingungen nur in Spur en 
gebildet. 

Biotransformation von Spothilon A und B su Xpothlloa B und Fi 

Fur die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage site, mit 
Adeorberhara gehaltene 500 ml Xultur von So ce90 verwendet. Von 
dieser werden 250 ml unter Zurucklassen des XAD in einen steri- 
len 1 1 Brlenmeyerkolben uberfuhrt. Danach wird eine methanol! - 
sche Ldsung einer Mischung von insgesamt 36 mg Epothilon A und 
14 mg Epothilon B zugegeben und der Kolben fur zwei Tage bei 30 
°C und 200 Upm auf einer Schutteltruhe inkubiert. Die BiX**-.. 
der Bpothilone £ und £ wird direkt aus 10 fil des zentrifugv-.i-en 
Kulturuberstands analysiert (Abb. 2) . Die Umwandlung erf Igt nur 
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in Oegenwert der Zellen und i.t abhtagig von der eingeeetxten 
Zelldichte und der Zeit. Bine Kinetik der Umwendlung i.c fur 
Epothilon A in Abb. 3 dergeetellt. 

X.olieruaa von ipothilon I und F 

Zur leolierung von Epothilon B und F werden drei Schuttelkolb«v- 
aneftt*e eu. der Biotransformation (•• o.) vereinigt und 1 h mit 
20 ml XAD-16 geecbttttelt. Dee XAD wird durch Abeieben gewonnen 
und mit 200 ml Methanol eluiert. Dm Bluet wird i. Vek. «u 1.7 g 
Bobextrekt eingedempft. Die.er wird xwi.onen 30 ml Bthyl.oetet 
und 100 ml We.ee r vert.ilt. Aue der Btbyl.c.tetpneee -erden beim 
Bindempfen i. Vek. 330 mg einee dligen ROck.tendee erhelten. die 
in ftaf Leufen uber eine 250 x 20 mm RP-1B Slule obro-etogr.- 
phiert werden (Leufmitt.l. Methenol/H..-.r 68,42. Detektion 254 
nm) . 

AuBb«ut€: Bpethilon B 50 mg 
? long 

Biologi»cb# Wirkwg *on ipothilon Bt 

m Zellfculturen vurd. dio Kon*entr.tion b«t» f wXche da. 
W*ch.tu» u» 50 % roduii.rt (IC 50 ) und mit den Herten fur Bpothi- 
Ion A verglichon. 

IC S0 (ng/ttl) 

Zelllni« — — 

BBofchllaa « FiPfttihilon A 

Hal*. KB-3.X (huttn) 2 l 4 

Mau.fibrobla.ton, L929 



V 7 
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Bpothilon X 

C 26 H 39 H0 7 S (509] 

ESI-MS: (poeitiv lonen) : 510.3 fOr [M+HJ * 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck. Laufmittel: Dichloriwthan/Methanol - 
9:1 

Detection: UV-L6achung bei 254 nm.. AnaprOhen mit Vanillin- 
Schwefeleaure-Reagenz, blau-graue AnfArbung balm 
Brhitzen au£ 120 «C 

HPLC: R t -5,0 min 

Stule: Nucleoail 100 C-18 7jmo, 250 x 4 nm 
Laufmittel: Methanol /Kaezar • 60:40 
Pluft: 1,2 ml/nin 
Detektion: Diodenarray 

*H-NMR (300 MHz, CDC1 3 ) : delta - 2. 38 (2-H m ) , 2.51 (2-H b ) , 4.17 
(3-H), 3.19 (6-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 ), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H) , 1.88 <14-H a ) , 2.07 (14-H b >, 
5.40 (15-H), 6.57 (17-H) , 7.08 U9-H) , 4.85 <21-H 2 ) , 1.05 (22- 
H 3 ), 1.32 <23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ) , 0.97 (25-H 3 ) , 2.04 (27-H 3 ) 

Spothilon F 
C 27 H4x»07S (523) 

ESI-MS: (poeitiv Ionan) : 524.5 fur [M*H] + 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittal: Dichlormethan/Methanol - 
9:1 

Detektion: UV-Loachung bei 254 nm. AneprQhen mit Vanillin- 
Schwefelaaure-Reagenz, blau-graue Anfirbung beim 
Brhitzen auf 120 »C. 
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HPLC: Rt " S '* 

Saule: Hucleo.il 100 C-18 Tim, 2SO x 4 mm 
Laufmitt.ls Methanol/Wa..er • 60:40 
Plu4: 1,2 ml/min 
Detection: Diodenarray 

iH-HMR 1300 MH„ CDC1 3 > : delta - 2.37 (2-H.) . 2.S2 <2-Hb> , 4.20 
<3-H>. 3.27 (6-H), 3.74 (7-H) . 1-30 - 1.70 (8-H. 9-H 2 , 10-H 2 . 
U-H 2 ). 2.78 (13-H), 1.91 (!♦-»). 2.06 <14-H b > . 5.42 (1S-H) , 
6 58 (17-H), 7.10 (19-H). 4.89 (21-H 2 >. 1.05 (22-H 3 > . 1.26 (21- 
. H 3 >. 1.14 (24-H 3 ). 0.98 (25-H 3 > , 1.35 (26-H 3 ) . 2.06 (27-H 3 ) . 

Beispiel 6 i 

Her.t.llung von Epothilon B und P durch Biotransformation mlt 
Sozangium callulomm So ce90 



1) 



DurchfGhrung dar Biotransformation! 



EOT die Biotren.form.tion wird .in. Kultur von Sorangium ceJlu- 
lamm So c.90 v.rwend.t. die fur vier T.ge in Oegenw-rt von 2 % 
»D 16 Ad.orb.rhar. (Pa. Rohm und Haa., Pranlcfurt/M.) bai 30 »C 
und 160 op* ge.chfltt.lt wurda. Da. Kulturmedium bat folgende 
Zu.a«men..t«ung in g/titar daBtillierte. Maa.ar: Kwrtoffel.tarke 
(Maixona). 8i Oluco.e (Haixena) . 8, entfettete. Sojamahi, 2, 
Hefeextrakt (Marcor) , 2, 8thylendiamintetrae..ig..ur.. Bi.an 
(III) Natrium Sals. 0,008, HgS0« x 7 H 2 0. 1, CaCl 2 x 2 H 2 0, li 
HBPBS 11,5. t*r pH-Wert wird vor dem Autokl.vieren mit KOH .ut 
7,4 aingaafllt. Da. XAD wird durch Sieben flber .in ««J.t^ 
.iab (200 m» Ma.cban-.it.) von d.r Kultur abg.trannt.Di. Bakta- 
rian verd.n durch Zentrifugation fur 10 «in bai 10 000 Opm .edi- 
mantiert urd da. Pellet in 1/5 da. Kulturflberatanda. ramm>en- 
diert. Z« d.r Icontentrierten Ba)cterlenau.p.n.ion wird nun Epo- 
thilon a b.w. Epothilon B in methanol!**" W-ung in .in.r Kon- 
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zentration von 0,5 g/Liter zugesetzt. Die Kultur wird wie oben 
beschrieben weiterkultiviert. Zur Analyse der Biotransformation 
wird zu den gewunechten Zeiten eine 1 ml Probe entnomraen, 0,1 ml 
XAD zugegeben und die Probe far 30 min bei 30 «c geschuttelt. 
Eluiert wird das XAD mit Methanol. Das Bluat wird zur Trockene 
eingeengt und in 0,2 ml Methanol wieder aufgenommen. Dieae Probe 
wird ilber HPLC analyeiert. 

Abb. 4) Kinetik der Biotransformation von Epothilon A nach Epo- 
thilon B 

Abb. 5) Kinetik der Biotransformation von Epothilon B nach Epo- 
thilon P. 

2) Hers t el lung von Epothilon B durch Biotransformation von X g 
Epothilon A. 

Der Stamra Sormngitxm cellulomm So ce90 wird fox vier.Tage in 8,5 
1 des obigen Mediums (jedoch ohne XAD Zuaatz) in einem 10 Liter 
Bioreaktor bei 30 »C, einer Drehzahl von 150 Opm und einer 
Beluftung von 0,1 wra angezogen. 

Anschlieftend wird die Kultur durch cross flow Filtration auf 3 1 
eingeengt. Hiersu werden 0,6 m 2 einer Membran mit einer Poren- 
groSe von 0,3 jut verwendet . 

Die konzentrierte Kultur wird in einen 4 Liter Bioreaktor uber- 
fuhrt und eine methanol iache Ldsung von 1 g Epothilon A in 10 ml 
Methanol zugegeben. Anschlieftend wird die Kultur uber einen 
Zeitraum von 21,5 h weiterkultiviert. Die Temperatur betrigt 32 
°C, die Ruhrerdrehzahl 455 Upm und die Beluftung erfolgt mit 6 
1/min. Zum Erntezeitpunkt wird 100 ml XAD zugegeben und fur 1 h 
weiterinkubiert. Das XAD wird durch Absieben von den Zellen ab- 
getrennt und erschdpfend mit Methanol eluiert. Das konzentrierte 
Eluat wird uber HPLC analysiert. 
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Bilanzicrung der Biotransformation: 

1000 mg « 100 % 
Epothilon A eingeeetzt: ^ 
Epothilon A nach 21,5 h wiedergefunden: 53,7 mg - 5,4 % 

Epothilon E nach 21,5 h gebildet: 4 M 

Epothilon A vollatandig abgebaut: 

Verzuch 5i 

Die erf indung.gemafien Bpothilone wurden mit ZelDculturen 
(Tabelle 2) und auf Polymeriaationaforder^ng (Tabelle 3) gate - 



661,4 mg - 66,1 % 
• 28,5 % 



stet. 

Tabelle 2% 



IpotiiiXon-Teete mit Zellkulturett 



Spotlit* X ^ 7 ^ 5 » 9 



493 



XC-50 tng/mll 



Mauaf ibroblazten L 929 

HL-60 Leukamie) 20 10 2 0,5 

K-562 (Leukamie) 0.3 0.3 30 % ^ 0,2 

U-937 (Lymphom) »-J 20 12 5 0,5 

KB-3.1 (Cervixkarzinom) l 

KB-Vl (Cervixkarzinom 3 5 0 ,6 

nultire* J . °' 3 I 5 150 20 20 3 

A -498 (Hlerenkarzinom - J-* » 1Q 3 0,1 

A-549 (tiungenkarzinom) 0.7 



1,5 
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Taballe 3 1 

Polymerisationeteet ait Epothilonen 

Parameter: Zeit bie zur halbmaxiraalen Polymerisation der Kon- 
trolle 



Mas sung: 


. w 


X 


y 


z 


Mittel 


Mittel 












[•] 


[%] 


Kontrolle 


200 


170 


180 


210 


190 


100 


Epothilon A 


95 


60 


70 


70 




39 


Epothilon B 




23 


25 


30 




14 


Epothilon C 


125 


76 


95 


80 




49 


Epothilon D 


125 


73 


120 




106 


56 


Epothilon E 


80 


60 


50 


45 




31 


Epothilon P 


80 


40 


30 


50 




26 



Standardteat mit 0,9 tag Tubul in/ml und 1 mM Probenkonzentration 

Der Polymerisations teat ist ein in vitro Test mit gereinigtea 
Tubulin aua Schwainehirn . Die Auswartung erfolgt photomet risen. 
Polymer ieationaf6rdernde Substanzen wie die Epothilone verkurzen 
die Zeit, bis zu der halbmaximale Polymerisation erfolgt iet, d. 
h., je kurzer die Zeit, desto wirksamer die Verblndung. w, x, y 
und z eind vier unabhangige Versuche, die relative tfirkaamkeit 
iat in der letsten spelt a in % der Kontrolle ausgedruckt; wieder 
zeigen die niedrigsten Werte die beste Wirkeamkeit an. Die 
Rangliete entsprieht ziemlich genau der in Zellkulturen festge- 
a tell ten. 




(C) 1999 Copyright Derwcnt Information Ltd. 



WON**" - 22 - 

BUDAPEST TMATY OH THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF TUB DEPOSIT OF MICROORGANISM* 
FOR THE PURPOSES Of PATENT PROCEDURE 
INTERNATIONAL fORM 



Biot*chnologi»oh« 
rowchung »W 
lu«ch«rod«r 
3300 Brauinchwoig 



VIABILITY STATEMENT 

INTERNATIONAL DEPOSITARY A0TECfi!TT 




d«m> im-n-09 



I I.AnSiikt 



r«mSfM.BP^(MtaMVi) 



(C) 1999 Copyright Derwent Infonnaiion Ltd. 



WOW224C1 •rr/n«^ 

_ 23 - rCIJOfWIMC 

lUDAPtrr TREATY ON TRS WTO* ATI ORAL 

MCOomrtoN or tw drfomt or microoro ahuus 
ro& tot r urto» or patent procsduu 



INTERNATIONAL TOMM 



GastllschRft ffir 
Biot«chnologi«ch# 
Formchung mbK 
MRSChoxodor W«g 1 
3300 Braunachvtig 



rrchtt in the cabs or am original deposit 

pwwMt W Rob 7.1 by lb« 
WTOUCATIOKAL DCPOSTTARY AUTHORITY 



l mnmrioATXON or td michooeoaiobm 



So co 90 



if thrmtr tt» 

DfTERJtATTOKAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSN 6773 



( ) 
( X ) *P" 



ut receipt and accept amos 



« 1991-10-2* (DmKmNM) 1 



a MHRt< — i» L iM, itMi m by R 



lY.Rie 


BPTorn 


QUBfT fOK OOWYTlWOtl 








Ttoafa 

(•■to* 






OifidUfy Alfc> 
«fc«rf«tkilii 


«*- 


nr«M 


Y. DfTERJtATlOJIAL DEPOSITARY AUIMURITT 



otM-otvne 



W«f 1R 



1 0*^6" ' . u mn—m rtw lab— u— I D n nil 

tfi Mb i H ii< WTW tl(l)» 

DM 1991-11-05 



1 WW. lUit — A 4*» k tfw 4— — wW«b tW «f hit—It— il i. M . U inr — IbHty — i — wlwi 



(O 1999 Copyright Derwtnt Information Ltd. 



W09S/224U PCT/IPft«4C 



»atentanspruche 

1. Epothilone, dadurch gewinnbar, daS ma 

<a) Sorangium cailuioaum DSN 6773 in Gcgenwart ainaa Adaorber- 
harzea in an aich bakanntar Weite Jcultiviart, 

(b) das Adaorberhaxs von der Kultur abtrannt und mit einam 
Waeeer/MethanoX-Oemiech waecht, 

(c) daa geva.chene JuUorbarharz mit Methanol aluiart und daa 
Bluat zm ainam Rohaxtrakt einengt, 

(d) daa gewonnene Konaentrat mit Bthylacetat extrahiert, dan 
Extrakt einangt und zvischen Mathanol und Hexan verteilt, 

<e) dia methanoli.che Phase xu einem Raff inat einengt und daa 
Xonientrat an ainar Sephadex-Saule fraktioniert, 

(f ) eina Praktion mit Stof fvecheelprodukten daa einge.etxten 
Mikroorganiemua gewinnt, 

(g) die gewonnene Praktion an ainer Cl8-Umkahrpha.a air- einam 
Methanol/Wa.ser-Oemi-ch chromatogr»nhiart und in taitlichar 

RaihenfolStt 



nach ainar ereten Praktion mit')/ rhilon^ und 
. einar xweiten Praktion mit Bpothion B 
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- eine dritte Praktion mit einem eraten weiteren Epothilon und 

- eine vierte Praktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der eraten weiteren Praktion und /oder 
(h2) daa Epothilon der zweiten weiteren Praktion ieoliert. 

2. Epothilon der Summenformel C 2 6H 3 gNOsS. gekeanseiefanet durch 
daa 1H- und l3C-NMR-Spektrum gemafi TaJbelle 1. 

3. Epothilon C der Formal: 



R 




4 . Epothilon der Summenformel C 27 H 41 H0 5 S, gekenaseiehnet durch 
dee 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum gemift Tabelle 1. 

5 . Epothilon D der Formal : 



R 




6. Biotraneformant von Epothilon A, dadu: jcwinnV ; , daft man 
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(a) sorangium cellulomum DSM 6773 in Gegenwart einee Adaorber- 
harzee in an eich bekannter Weiee kultiviert, vom Adeorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Geaamtraenge oder einen 
Tail der abgetrennten Kultur mit einer methanol iachan Lflaung 
von Bpothilon A vereetzt, 

(b) die mit Bpothilon A veraetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adaorberharz vereetzt, 

(c) daa Adaorberharz von der Kultur abtrennt. mit Methanol elu- 
iert und daa Bluet zu einem Rohextrekt einengt, 

(d) den Rohextrakt zwiechen Bthylacetat und Waaaer verteilt, die 
Ethylacetat-Phaee abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) daa fll an einer Utokehrpheee unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenmateriel: NUcleoail 100 C-18 7 jim 
saulenmafiei 250 x 16 mm 
Laufmittel? Methanol/Haeeer - 60 : 40 
Flufi. 10 ml/min 

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotranaformant, die aich 
durch uv-Ldechung bei 254 nm detektieren laaaen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotranafortnanten iaoliert. 

7. Biotranaformant von Bpothilon A nach Anapruch 6, dadurch ge- 
winnbar, daft man bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei 
oder vier oder mehr Tage alt iet. 

8. Biotranaformant von Bpothilon A nach Anapruch 6 oder 7, da- 
durch gewinnbex, daft man bei Stufe (b) ein oder xwei O.r mehr 
Tage inkubiert. 
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9. Verbindung der Summenfomel C26H39NO7S, gtkannxaichnat durch 
folgendea ^-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCI3) : delta • 2.38 (2-H a ) , 
2.51 <2-H b ), 4.17 (3-H), 3.19 (6-H) , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8- 
H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ), 2.89 (12-H) , 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ) , 
2.07 (14-Hb), 5.40 (15-H) , 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21- 
H 2 >, 1.05 (22-H3), 1.32 (23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (2S-H 3 ) , 
2.04 (27-H 3 ) 

10. Verbindung (Bpothllon E) der Forme 1 : 




11. Biotrane torment von Bpothllon B, dadurch gevinnbar, daft man 

(a) Sorangiun eel 2 uioaun DSM €773 in Gegenwart einee Adaorber- 
harzee in an aich bekannter tfeiae kultiviert, vom Adeorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalle die Geeamtmenge odar einen 
Tell der abgetrennten Kultur mit ainer methanol iachen Loeung 
von Bpothllon B vereetzt, 

(b) die mit Epothilon B vereetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adeorberhar* vereetzt, 

(c) daa Adeorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und daa Bluat zu einem RohextraJct einengt, 
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(d) den RohextraJct rwiachen Bthylacetat und Waeeer verteilt, die 
Ethylacetat-Phase abtrennt und xu einem 61 einengt, 

(e) daa 61 an einer UraXehrphaae unter folgenden Bedingungen 
' chromatographiert: 

Saulennatarial: Nucleoeil 100 C-18 7 fim 
S&ulenmate: 250 X 16 on 
Laufmitteli Methanol /Waeeer - 60 t 40 
pluSi 10 ml/min 

und PraJctionen mitt einem Oehait an Biotraneforment. die eich 
durch UV-L6.chung bei 254 nm detektleren la.een, mit einem Rf 
Wert von 24,5 min abtrennt und den Blotranaformantan ieoliert. 

12 Biotranaiormant naoh Anapruch 11. dadurch gewinnbar, dan «n 
bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr 
Tage alt iat. 

13 Biotraneforment naeh Anapruoh 11 oder 12. dadurch gewinnbar. 
d»B m» bei Stufe (b) ein oder zvei oder mehr Tage inkubiart. 

14 verbindung der Summeaforael C 2 ,H4iI»78. gek-nnaeietaet durch 
folgendea In-HMR-Spektru. (300 NR.. CDC1 3 ) : delt. - 2.37 (2-H.) . 
2 52 (2-Hb). 4.20 (3-H) . 3.27 <6-H> . 3.74 (7-H) . 1.30 - 1.70 0- 
H 9-L IO-K2, U-H2). 2.7. (13-H). 1.91 <14-»> . 2.06 (14-H b ) . 
s'.42 ds-H). 6.58 (17-H). 7.10 (19-H) . 4.89 (21-H 2 ) . 1.05 (22- 
H 3 ,, 1.26 (23-Hj). 1.14 (24-Hj) . 0.98 (25-H 3 > . 1-35 (26-H 3 ) . 
2.06 (27-H 3 ) 



15. 



Verbindung (Bpothllon P) dar Pormel: 
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O OH O 

Epothilon P R m ch 3 



16. Mittel fur den Pflanzenachutz in der Landwirtechaf t und 
Foretwirschaf t und/oder im Qartenbau, beetehend aua einem oder 
mehreren der Verbindungen gemaS einem der vorangehenden Anapru- 
che oder einer oder mehreren dieeer Verbindungen neben einem 
oder mehreren ub lichen Trftger (n) und/oder Verdunnungemittel (n) . 

17. Therapeut iachea Mittel, inebeeondere rum Bineat* ala Cyto- 
atatikum, beatehend aus einer oder mehreren der Verbindungen 
nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anapruche oder einer 
oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anapruche neben einem oder mehreren ub lichen Trft- 
ger (n) und/oder Verdunnungamittel(n). 
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Epothilone C, D, E and F, Preparation and Agents 

The present invention is concerned with epothilone C, D, E and F, with their preparation as 
well as with their application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant 
protection. 

Epothilone C and D 

According to an embodiment, the invention is concerned with Epothilone C and D, which 
can be obtained by 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water/methanoi 
mixture, 

(c) the washed adsorber resin is eluted with methanol and the eiuate is evaporated to 
obtain a crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffmate and the concentrate is fractionated on 
a Sephadex column, 

(0 a fraction is obtained with metabolic products of the microorganism used, 
(g) the obtained fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase with a 

methanol/ water mixture and the following are obtained in a time sequence, 
- after a first fraction with epothilone A and 

r a second fraction with epothilone B, 

- a third fraction with first additional epothil* A 

. a fourth fraction with a second additional 7 A vjne ai iained and 
(hi) the epothilone of the additional fraction and/oi 



t 



1 
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(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

Furthermore the invention is concerned with epothilone [C] having the molecular formula 
C^HjjNOsS, characterized by the l H and l3 C-NMR spectrum according to Table I. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone C having the formula: 




epothilone C R ■ H 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone [D] having the molecular formula 
CxyHuNOjS, characterized by the ! H and ^-NMR spectrum according to Table 1. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone D having the formula: 




epothilone D R - CH, 

Epothilone CandDcanbeusedforthe preparation of compound* Having the following 
Formula 1 and, with regard to their derivatization, reference catC" ade t t 
derivatization methods described in WO-A-97/19 086. 
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In the above formula l v the symbols have the following meaning: 

R = H, C M -alkyi; 

R 1 , R a , R 3 , R\ R 5 = H, C t 4-alkyl t 

C| 4 acyl benzoyl, 

C ta triaikylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C M alkoxy-, 

C 6 -alkyl, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 

but two of the groups R 1 to R 5 can be combined to form the group -(CHj),- with n » i to 6, 
and the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; 

Y and Z are either the same or different and each stands for hydrogen, halogen, such as F, 
CI. Br or I, pseudohalogen, such as -NCO, -NCS or -N„ OH, CKQJ-acyl, 0-(C l >alkyl, 
O-benzoyl, Y and Z can also be the O-atom of an epoxide, but epothilone A and B are not 
claimed, or one of the C-C bond* can be a C=C double bond. 

Thus, the 12,13-double bond can be selectively 

- hydrogenated, fat example, catalyticaily or with diimine, obtaining a compound having 
formula 1 with Y - Z - H; or 

. epoxidized, for example, with dimethyldioxirane or a peracid, obtaining a compound having 
Formula 1 with Y with Z - -0-; or 

- converted to the dihalides, dipseudohalides or diazides, obtaining a compov -*ing 
formula 1 with Y and Z - halogen, pseudohalogen r N s . 
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Epothilone £ and F 

According to another embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone A, which can be obtained by: 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the adsorber resin and optionally adding a 
methanolic solution of epothilone A to the total amount or to a pan of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone A was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eiuate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C- 18 7 ^m 

column dimensions: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/ water » 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a content of biotransformant, which can be detected by UV adsorption at 
254 nm, with an R, value of 20 minutes, is separated and the biotransformant is isolated. 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by separating a culture in step (a), which is three or four days old or more. 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by incubating step (b) one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
CaHsgNOrS, characterized by the following 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1,): 
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Furthermore, the invention is concerned with a compound (epothilone E) having the 
following formula: 



According to a further embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone B, which can be obtained by 

(a) cultivating Sorangium ceUulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the absorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanoiic solution of 
epothilone B, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to give a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7 ^m 

column dimensions: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/ water « 60:40 

flow rate: 10 mUmin 

and fractions with a biotransformant content that can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R* value of 24.5 min are separated and the biotransformant isolated. 




R 



epothilone E 



R =* H 
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Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone B, which 
can be obtained by separating at step (a) a culture which is three or four or more days old. • 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone B, which 
can obtained by incubation at step (b) for one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
C 27 H 41 N0 7 S, characterized by the following l H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): 

delta - 2.3? (2-H a >, 2.S2 (2-H b ) , 4.20 (3-H) , 3.2? 
<6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , H*K 2 ) , 2-78 
(13-H). 1.91 C14-H), 2.06 (14-H b ) . 5.42 (13-H) S. 58 (17-H) . 

7.10 (1S.K), 4.8* (21.H 2 ) # 1.05 (?2-H 3 ) , 1 . 24 , <23-H 3 ) , 114 (24- 

H 3 >, 0.98 (25-Kj>, 1.35 C26-H 3 > , 2.06 (27-K 3 > . 

Furthermore, the invention is concerned with a compound (epothilone F) having the formula: 



hoch ^ n XJ* 



O 




epothilone F R" CH, 



Preparation and i 

The compounds according to the invention or epothilones can be obtained with the measures 
listed above. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or more of epothilones C. D. E and F listed 
above or consisting of one or several of the epothilones listed above in addition to one or 
several usual carrier(s) and/or diluents). 
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Finally, the invention is concerned with therapeutic agents consisting of one or more of the 
compounds listed above or one or more of the compounds listed above together with one or 
more of common carrier(s) and/or diluent(s). These means can exhibit especially cytotoxic 
activities and/or cause immune suppression and/or can be used for the combatting of 
malignant tumors, where they are used especially preferably as cytostatic agents. 

The invention is explained in more detail and described below by the description of some 
selected practical examples. 

Examples 

Example 1 
Epothilone C and D 

A. Product strain and culture conditions corresponding to epothilone basic patent DE- 
B-41 38 042 



B. Production with DSM 6773 

75 L of culture is raised as described in the basic patent and used for inoculating a 
production fermenter with 700 L production medium consisting of 0.8% starch, 0.2% 
glucose. 0.2% soy meal, 0.2% yeast extract, 0.1% CaCl,-2HA 0.1% MgS0 4 -7H,0, 8 
mg/L of Fe-EDTA, pH = 7.4 and optionally 15 L of adsorber resin Amberlite XAD-16. 
The fermentation takes 7-10 days a 30°C, with aeration at 0.1 NL/m 5 . The pO, is kept at 
30% by adjusting the rate of rotation. 

C. Isolation 

The adsorber resin is separated from the culture with a 0.7 m 2 , 100 mesh process filter and 
the polar accompanying substances are removed by washing with 3 bed volumes of 
water/methanol 2:1. A crude extract is obtained by elution with 4 bed volumes of methanol. 
This is evaporated in vacuum until the appearance of the aqueous phase. 

This is then extracted three times with the same volume of ethyl acetate. Evaporation of the 
organic phase gives 240 g of crude extract, which is partitioned between methanol and 
heptane in ordu to separate liftophiiic accompanying substances. Then 180 g of raffinate is 
obtained from the methanol phase by evaporation in vacuum. This is fractionated into three 
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portions on Sephadex LH-20 (column 20 x 100 cm, 20 mL/min of methanol). The 
epothilones are contained in the fraction eluted at a retention time of 240-300 min in a total 
amount of 72 g. To separate the epothilones, the product is chromatographed in three 
portions on Lichrosorb RP-18 (15 pm, column 10 x 40 cm, solvent 180 mL/min 
methanol/water 65:35). After the epothilone A and B, epothilone C and epothilone D are 
eluted at R, = 90-95 min and 100-110 min. respectively. After evaporation in vacuum, each 
is obtained in a yield of 0.3 g as colorless oils. 

D. Physical properties 




epothilone C R ■ H 

epothilone D R ■ CHj 

Epothilone C 
CmHnNOiS [477] 

ESI-MS: (positive ions): 478.5 for (M+HJ* 
'H and "C see NMR Table. 
TLC: R,»0.82 

TLC: aluminum M 60 F 254 Merck, solvent: dicmoromethane/methanol -9.1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vaiuUin-sulfunc ac.d reagent, blue 

gray coloration upon heating to 120'C. 
HPLC: Rt - 115 min 

CoIue. . NucleosU 100 C-l*7 ,un, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water ■ 65:35 
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Flow rate: I mL/min 
Detection: diode array 

Epothilone D 
C„H 4l N0 5 S [491] 

ESI-MS: (positive ions): 492.5 for [M+H]* 
l H and l3 C, see NMR Table 
TLC: R, = 0.82 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol - 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent, blue- 
gray coloration upon heating to 120°C. 
HPLC: Rt - 15.3 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 ^m, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 
Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 



Table 1: l H and l3 C-NMR data of epothiione C and epothilone D in [D 4 DMSO at 300 MHz 
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Assignment interchangeable 
Example 2: 

Epothilone A and 12,13-MsepUpothfloiie A from epothilone C 

Epothilone A, 50 n-„is dissolved in 1.5 mL acetone and 1.5 mL of a 0.07 molar solution of 
dimethyldioxiran 2. . >ne ii \&. After stand** fcr 6 hours at room temperature, the 
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mixture is evaporated in vacuum and separated by preparative HPLC on silica gei (solvent: 
methyl-tert.-butyl ether/petroleum ether/methanol 33:66: 1). 

Yield: 

25 mg of epothilone A, R« = 3.5 min (analytical HPLC, 7 pun, column 4 x 250 mm, solvent 
see above, flow rate 1.5 mL/min) 

and 

20 mg of 12,13-bisepi-epothilone A, R, = 3.7 min, ESI-MS (positive ions) 

m/z - 494 [M+HT 
l H-NMR in [D 4 J methanol, selected sig- 
nals: delta - 4.32 (3-H), 3;.79 (7-H), 
3.06 (12-H), 3.16 (13-H), 5.54 (15-H), 
6.69 (17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H). 




12,13-bisepi-epothilone A R - H 

Example 3: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothflones A and B 
Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GBT at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche San' z oorganismen [German Collection for Microor- 

ganisms] under N . DSM 677S. 
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The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

Hdfle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E during fermentation: [probably should be epothilones A 
and E - Translator] 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is fdled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2% soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaCWHjO; 0.1% 
MgS0 4 -7H i O; 8 mg/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD-16, 
Rohm & Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°C). 
Inoculation is done with 10 L of a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30'Q. The fermentation is carried 
out at 32*C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per ra' and hour. The 
pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothilones are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process fdter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eluate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eluate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eluate is concentrated 100: 1. 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 C„) made by Machery-Nagel (Dttren) is used for separating 
the components. The elution is done with a water/acetonitrile gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 urn. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eluate. two new substance* are noticed with R, of 5.29 and R, of 5.91; the adsorpuon 
spectra of these are identical to those of ep-.'-hUones A and B. respectively (EiOlttI; ' 
corresponds to A. F corresponds to B). subst.,v> are formed only in traces under 
the given fermentation conditions. 
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Biotransformation of epothilone A and B to epothilone E and F: 
For the directed biotransformation, a 4-day old culture of S ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erienmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanolic solution of a mixture of a total of 36 mg 
of epothilone A and 14 mg of epothilone B is added and the flask is incubated for two days 
at 30°C and 200 rpm on a shaking chest [literal]. The formation of epothilone E and F is 
analyzed directly on 10 fiL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion 
occurs only in the presence of the ceils and is dependent on the cell density used and on the 
time. The kinetics of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 

To isolate epothilone E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 hour with 20 mL of XAD- 16. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eluate is evaporated in 
vacuum to 1 .7 g crude extract. This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
100 mL of water. Upon evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP-18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 nm). 

Yield: Epothilone E 50 mg 



F 



10 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (ICjq) was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 



cell line 



HeLa. KB-3.1 (human) 
mouse fibroblasts, L929 



epothilone E 
5 

20 



eaafaflflnfi a 
l 

4 
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Epothilone E 
C^H^HOtS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+HT 
TLC: Re = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfiiric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.0 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /an. 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

l H-NMR (300 MHz.,: CDCI3) 1 diltl - 2.38 (2-H.) , 2-51 <2-H b > , 4.17 
(3-K), 3.19 (6-K*, 3.74 (7-H) , 1.30 - 1,70 (8-K, 10-K a , 
II-K2)* 2.8* U2j-H>, 3.00 (13-H), 1-88 (14-H a ) , (H-Hfa) • 

5.40 (15-H), 8.57 (17-H), 7.08 (18-H) , 4.85 (21-K 2 ) # l.°S (22- 
K 3 >, 1.32 <23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ) , 0.57 (2S-K 3 ) . 2.04 <27-Kj) 

Epothilone F 
CH^NO^ [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+HT 
TLC: R, = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol =* 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vaniliin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: Rt-5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 M m. 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water - 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 
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^H-NMR (300 MH», CDCI3): delta - 2.37 (2-K a > , 2.S2 <2-H b > , 4.20 
(3-m, 3.27 (€-K). 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-Hj, 
U-K 2 >. 2.78 (13-H), 1.91 (14-H) , 3.06 (14-Hfa) , S.42 (15-H) . 
6. SB (17-H). 7.10 (19-H), 4.89 (21-H 2 ) , 1.05 (22-H 3 >, 1.26 (23. 
83), 1.14 (24-H 3 ), 0.98 <25-H 3 ), 1.35 (26-H 3 ) , 2.06 (27-K 3 ) . 



Example 4: 

Preparation of epothilone E and F by biotransformation with Sorangium cellulosum So 
ce90 

1) Carrying oat the biotransformation 

A culture of Sorangium cellulosum So ce90, which was shaken for four days in the presence 
of 2% XAD 16 adsorber resin (Rohm und Haas, Frankfun/M.) at 30"C and 160 rpm, was 
used for the biotransformation. The culture medium has the following composition in g/liter 
of distilled water: potato starch (Maizena), 8; glucose (Maizena) 8; defatted soy meal, 2; 
yeast extract (marcor), 2; ethylenediaminetetraacetic acid, iron(ffl) sodium salt, 0.008; 
MgS0 4 -7H,0. 1; CaCl^HA 1; HEPES 11.5. The pH value is adjusted to 7.4 with KOH 
before autoclaving. The XAD is separated from the culture by sieving through a stainless 
steel screen (mesh size 200 ftm). The bacteria are sedimented by centrifuging for 10 minutes 
at 10.000 rpm and the pellet was resuspended in 1/5 of the culture supernatant. Now, • 
epothilone A or epothilone B in methanolic solution is added to the concentrated bacterial 
suspension at a concentration of 0.5 g/L. The culture is cultured further as described above. 
For the analysis of biotransformation, at the desired times, a I mL sample is taken, to which 
0.1 mL of XAD is added and then the sample is shaken for 30 minutes at 30°C. The XAD 
is eluted with methanol. The eluate is evaporated to dryness and taken up again in 0.2 mL 
of methanol. This sample was analyzed by HPLC. 

Figure 4) Kinetics of the biotransformation of epothilone A to epothilone E 

Fi fure S) Kinetics of the biotransformation of epothilone B to epothilone F 
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2) Preparation of epothilone E by biotransformation of 1 g of epothilone A 

The strain Sorangium cellulosum So ce90 is cultured for four days in 8.5 L of the above 
medium (but without the addition of XAD) in a 10 liter bioreactor at 30°C at a rate of 
rotation of 150 rpm and with aeration of 0.1 win. 

Then the culture is concentrated to 3 L by cross flow filtration. A membrane with a pore 
size of 0.3 urn and an area of 0.6 m 2 was used for this purpose. 

The concentrated culture is transferred into a 4 liter bioreactor and a methanoiic solution of 1 
g of epothilone A in 10 mL of methanol is added. Then the culture is cultured further over a 
period of 21.5 h. The temperature is 32°C, the stirrer rotation rate 455 rpm and the aeration 
is done at a rate of 6 L/min. At the time of harvesting, 100 mL of XAD is added and the 
mixture is incubated further for I hour. The XAD is separated from the cells with a screen 
and then eluted exhaustively with methanol. The concentrated eluate is analyzed by HPLC. 

Balancing of the biotransformation: 
epothilone A used: 
epothilone A found after 21.5 h: 
epothilone E formed after 21.5 h: 
epothilone A completely degraded: 

Experiment5: 

The epothilones according to the invention are tested with cell cultures (Table 2) and for 
promoting polymerization (Table 3). 



1000 mg = 100% 
53.7 mg = 5.4% 
661.4 mg - 66.1% 
» 28.5% 
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Table 2: 



Epochflooe test with ceil cultures 



epothilone 


A 


B 


C 


D 


E 


F 




493 


507 


477 


491 


509 


523 








IC-50 (ng/mLl 






mouse fibrobUsti L 929 


4 


I 


100 


20 


20 


1.5 


















0.2 


0.2 


10 


3 


1 


0.3 


K-562 Oeutania) 


0.3 


0.3 


20 


10 


2 


0.5 




0.2 


02 


10 


3 


1 


0. 




1 


0.6 


20 


12 


5 


0.5 




0.3 


0.3 


13 


3 


S 


0.6 






1.5 


ISO 


20 


20 


3 


A-549 Ounf oncer) 


0.7 


0.1 


30 


10 


3 


0.1 



Table 3: 



ipoijm 



anon 





w 


X 


7 


z 




mean. [%1 


fe 222 — 




170 


180 


210 


190 


100 




95 


60 


70 


70 


74 


39 


cpothiloneB 




23 


25 


30 


26 


14 


epoUuloncC 


125 


76 


95 


80 


94 


49 




125 


73 


120 




106 


56 




80 


60 . 


50 


45 


59 


31 


epothilomF 


80 


40 


30 


50 


50 


26 



Standard test with 0.9 mg of tubuUn/mL and 1 iM of sample concentration 
The polymerization test is an in-vitro test with purified tubulin from pig brain. The 
evaluation is done photometrically. Polymerization-promoting substances, such as epothi- 
lones shorten the time elapsed till the half-maximum polymerization, that is, the shorter the 
time.'the more effective the compound, w. x, y and z are four independent experiments and 
the relative effectiveness is expressed in the last column in % of the control; again, the 
lowest values show the best effectiveness. Tnus, the list corresponds quite accurately to that 
found in the cell cultures. 
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November 17, 1997/he 



Our reference: 8824 

New International Patent Applicati n PCT/EP 
Gesellschaft fQr Biotechnoloyische Forschung mbH (GEF) 

Patent Claims 

1. Epothilones, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium celluloswn DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water /methanol 
mixture, 

(c) the washed absorber resin is eiuted with methanol and the eluate evaporated to a 
crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffinate and the concentrate is fractionated on 
a Sephadex column, 

(f) a fraction with metabolic products of the microorganism used is recovered, 

(g) the recovered fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase, with a metha- 
nol/ water mixture and it is recovered in the time sequence 

- after a first fraction with epothilone A and 

- a second fraction with epothione [sic] B 

- a third fraction with a first additional epothilone and 

- a fourth fraction with a second additional epothilone and 
(hi) the epothilone of die first additional fraction and/or 

(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

2. Epothilone having the molecular formula QaH^NOjS, characterized by the J H and 
"C-NMR spectrum according to Table I. 
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3. Epochilone C having the formula: 




epothilone C R = H 

4. Epothilone is the molecular formula CnH 4l N0 3 S , characterized by the l H and 13 C 
NMR spectrum according to Table 1. 

5. Epothilone D having the formula: 




epothilone D R =- CH, 

6. Biotransformant of epothilone A, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium ceilulcsum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, is separated from the adsorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanolic solution of 
epothilone A, 
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(b) the culture to which epothilone A was added is incubated and then an adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C- 1 8 7/im 

column dimension: 250 x 16 mm 

solvent methanol/water = 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions which contain a biotransformant, which can be detected by UV absorption at 
254 nm, having an R» value of 20 minutes, are separated and the biotransfbrmant isolated. 

7. Biotransformam of epothilone A according to Claim 6, obtainable by separating in 
step (a) a culture which is three or four or more days old. 

8. Biotransformant of epothilone A according to Claim 6 or 7, obtained by incubating 
the mixture in step (b) for one or two or more days. 

9. Compound having molecular formula C^H^NCVS, characterized by the following 
'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1,): delta - 2.38 (2-HJ, 2.51 (2-HJ, 4.17 (3-H), 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30-1.70 (8-H, 9-H» 10-H„ 11-HJ. 2.89 (12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14- 
HJ, 2.07 (14-HJ, 5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-H,), 1.05 (22-H,), 1.32 
(23-HO, 1.17 (24-H,), 0.97 (25-H,), 2.04 (27-H,). 
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10. Compound (epoihilone E) having the formula: 



HOCH. 




O OH 0 



epothilone E R - H 

1 1 . Biotransformant of epothilone B, obtainable by the fact that 

(a) Sorangiwn cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separated from the adsorber resin and optionally a methanolic 
solution of epothilone B is added to the total amount or to a part of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eiuate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7pm 

column dimension: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/ water » 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a biotransformant content, which can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R, value of 24.5 minute, are separated and the biotransformant isolated. 

12. ^ ^fo»^Taccording to Clairi 11, obtainable by separating a culture in step (a), 
whick £ "i.ee or Tour or morcdays old. 
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13. Biotransfonnant according to Claim 1 1 or 12. obtainable by incubating the mixture at 
step (b) for one or tw or more days. 

14. Compound having the molecular formula C^.NCsS, characterized by the follow- 
ing 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1,): delta - 2.37 (2-HJ, 2.52 (2-H>), 4.20 (3-H), 
3 27 (6-H). 3.74 (7-H), 1.30-1.70 (8-H. 9-H„ 10-H,. 11-HJ. 2.78 (13-H). 1.91 (14-H). 
2.06 (14-H,). 5.42 (15-H), 6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-HJ, 1.05 (22-H,), 1.26 (23- 
H,), 1.14 (24-H,), 0.98 (25-H,), 1.35 (26-H,), 2.06 (27-H,). 

15. Compound (epothilone F) having the formula: 



HOCH, 




epothilone F R = CH, 

16 Agent for plant protection in agriculture and forestry and/or gardening, consisting of 
one or several compounds according to one of the previous claims, or of one or several of 
these compounds in addition to one or several of the usual carried) and/or diluents). 

17. Therapeutic agent, especially for use a, a cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compound, according to one or several of the previous Claim,, or of one or several of 
the previous compounds according to one or several of the previous Claims m addmon to one 
or several of the usual carriers) and/or diluents). 
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Figure 1. HPLC analysis of an XAD eluate at the end of a fermentation 
Epothilon - Epothilone 
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Figure 3. Kinetics of biotransformation of epothilone A to epothilone E by Sonngium cellulosum So ce90 
Key: 

Epothilon = Epothilone 

on cop: biooansfbimation of epothilone A 

ordinate: epothilone [mg/L] 

abscissa: incubation » me (hours] 



250 




* 1 



t 1 r- 1 ■ 

10 2D 30 40 SO 

WojbatlonszeRIStuncten] 
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Figure 4 

Key: 

on cop: biotransformation of epothilone A to epothilone E 
inside the Figure: total epothilone 

epothilone A 

epothilone E 

ordinate: epothilones [%) 
abscissa: incubation time [h] 



110 




10 20 

Inkubafionszfiit [hj 
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Figure 5 

Key: 

on cop: biotransformation of epothilone B to epothilone E [corrected to F] 
inside the Figure: total epothilone 

epothilone B 

epothilone F 

ordinate: epothilone [%] 
abscissa: incubation time [h] 



120 




0 10 20 X 40 SO 

Inki&alionszeMlh] 
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November 17, 1997/he 



Abstract 



Our reference: 8824-GBF 

New International Patent Applkation PCT/EP 

based on DE (1) 96 47 580.5 and DE (1) 97 07 506.1 

Tw^ellschaft ff ir Rintgchnotogische Fonchung TTlbH (GBF> 



Epotbilones C, D, E and F, preparation and agents 

The present invention concerns epotbilones C, D, E and F f their preparation as well as their 
application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant protection 
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Epothilone E and F 



DE 97 97M.1 



Production strain: 

The production strain Sorangium cellulosum So ce90 was isolated in July 1985 at GBF from 
a soil sample from the banks of the Zambesi and deposited on 10/28/91 at the Deutsche 
Sammlung fQr Mikroorganismen [German Collection for Microorganisms] under No. DSM 
6773 . 

The characterization of the producing organisms and the culturing conditions are described 
in: Hdfle* O.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their preparation as 
well as afcents containing them, DE 41 38042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sic] during fermentation: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothilones A and B 

Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GBF at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche Sammlung far Mikroorganismen [German Collection for Microor- 
ganisms] under No. DSM 6773. 

The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

H6fle, G.; N. Bedorf, YL Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sk] during fermentation: 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is filled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2* soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaCi^HA 0.1% 
MgS0 4 -7H 3 0; 8 mg/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD-16, 
Rohm^Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°Q. 
Inoculation is done with 10 L f a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30*Q. The fermentation is carried 
out at 32°C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per and hour. The 
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pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothil nes are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process filter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eiuate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eiuate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eiuate is concentrated 100:1. 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 C l8 ) made by Machery-Nagei (DQren) is used for separating 
the components. The eiution is done with a water/acetonitrile gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 run. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eiuate, two new substances are noticed with R, of 5.29 and R, of 5.91; the adsorption 
spectra of these are identical to those of epothilones A and B, respectively (Figure 1: e 
corresponds to A, F corresponds to B). These substances are formed only in traces under 
the given fermentation conditions. 

Biotransformation of epothilone A and B to epothilone E and F: 
For the directed biotransformation, a 4-day old culture of So ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erlenmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanolic solution of a mixture of a total of 50 mg 
of epothilone A + B is added and the flask is [incubated] for two days at 30°C and 200 
rpm on a shaking chest [literal]. The formation of epothilone E and F is analyzed directly on 
10 nL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion occurs only in the 
presence of the cells and is dependent on the cell density used and on the time. The kinetics 
of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 

To isolate epothilcu. E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 hour with 20 mL of XAD- 16. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eiuate is evaporated in 
vacuum to 1.7 g crude extract This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
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100 mL of water. Up n evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP- 18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 nm). 

Yield: Epothilone E 50 mg 

F 10 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (IQq) was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 

sslLlinfi [Co fng/mL) 

gpotfulflns E epothilone A 

HeLa. KB-3.1 (human) 5 1 

mouse fibroblasts, L929 20 4 




EpothllonB RpH 
BpothflonP R«CH» 

'IS.',? " 
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Epothilone E 
C^H^HOjS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+H]+ 
* 

TLC: R,»0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dkhloromethane/methanol - 9:1 
Detection; UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.0 min 

Column: Nuclebsil 100 C-18 7 M m, 250 x 4 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

Epothilone F 
C^NQ* [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+H]* 
TLC: R,»0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent: blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, - 5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /an, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water » 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

'H-M^ -^iff&orffiji a-2.370.FJ. 132(2.14), 4.20 (3-H), 3.27 (WO, 3.74 
(7-HS^O. I.WQ«Mbl04i li-HJ, 2.7IC13-H). 1.91 (14-fU 2.06(I4-HA 
5.42(1541), 6.38(17** 7.)0(1MI), 4,89(2 WW, 1,03(22*,). U6C234U» 1.14 
(24-HJ. 0.98 (2S.R0. 1.35 (2*H,k 2.06 (274U 
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Figure 3. Kinetics of blotransfonnation of epothilone A to epothilone E by Sorangium eeUuloswn 
Key: 

Epothilon ■ Epo thilone 

on top: biotransfonnation of epotbil ne A 

ordinate: epothilone (mg/L) 

abscissa: incubation time [hours] 
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